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第１章 研究の背景と目的  
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１．生活習慣病における高血圧性疾患の現状  
厚生労働省によると , 生活習慣病は , 「食習慣 , 運動習慣 , 休養 , 喫
煙 , 飲酒等の生活習慣が , その発症・進行に関与する疾患群」 と定義
される。現在 , 悪性新生物 , 心臓 , 脳血管疾患を合わせると死因の約
6 割を占めるなか , 2011 年患者調査の概況 1）において , 悪性新生物 ,  
脳血管疾患 , 虚血性心疾患 , 糖尿病 , 高血圧性疾患という生活習慣病
の総患者数は , 高血圧性疾患 907 万人 , 糖尿病 270 万人であり , 悪性
新生物 , 脳血管疾患 , 虚血性心疾患を合計すると約 1800 万人に達し，
高血圧性疾患は，約 50%を占めている。 また，2011 年度の国民医療
費の概況 2)は , 悪性新生物 3.6 兆円 , 高血圧性疾患 1.9 兆円 , 脳血管
疾患 1.8 兆円であり , 糖尿病 , 虚血性心疾患を合わせて合計 10 兆 900
億円に上り，高血圧性疾患は，約 20%を占めている。さらに 2010 年
国民健康・栄養調査結果 3)によると高血圧といわれたことがある者の
割合は男性 37.2%，女性 31.3%であり，2000 年の同調査に比べて男女
とも増加している。  
 
２．高血圧予防対策  
  これまで，高血圧の予防および改善対策として，食生活の改善，血         
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圧を調整する栄養素の摂取，適度な運動と生活習慣の改善，高血圧治
療薬などがあげられてきた。本項では，とくに栄養関連項目に対する
予防対策についてのみに言及する。  
（１）保健機能食品の開発  
   食品衛生法・健康増進法等に基づき，食品安全行政では，厚生労
働省，薬事・食品衛生審議会，保健所，検疫所など，さまざまな機
関の連携による対策が行われている。現在，遺伝子組み換え食品
およびアレルギー物質を含む食品の表示が義務づけられているが，
消費者の健康志向の高まりにより，「健康食品」の有効性や安全性
にかかわる対策も重要となっている。さらに，国民の健康に対す
る関心が高まり，食品に求められる機能も複雑かつ多様化するな
か，消費者に対して適切に情報が提供されることを目的として，
いわゆる健康食品のうち，一定の条件を満たすものを保健機能食
品  (特定保健用食品および栄養機能食品 ) と位置づけ，これについ
て健康の維持・増進に役立つ表示を可能とする制度が 2001 年 4 月
より施行されている 4)。   
（２）特定保健用食品の市場の現状  
   1993 年に特定保健用食品表示許可第 1 号の商品が誕生し，2011 
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年 12 月末現在，特定保健用食品として表示許可・承認された食品  
は 983 品目となっており，「血圧が高めの方に適する」表示をした  
食品は，119 品目で全体の 12%となっている。  
市場規模は，1997 年度以来，2007 年度まで上昇し続けてきたが，  
2009 年度では初めて減少した。2011 年度は  5175 億円（メーカー
希望小売価格ベース）と推定され，2009 年度の市場規模 5494 億円
に比し 94.2％となり，若干減少したが，「血圧が高めの方に適する」
表示をした食品は， 2011 年度は 245 億円で 2009 年度に比べ 118%
であり，増加している 5)。  
（３）特定保健用食品の「血圧が高めの方に適する」旨の表示の関与成   
分と作用機序  
   特定保健用食品の「血圧が高めの方に適する」旨の表示の関与
成分と作用機序は，ペプチド系については，ACE 阻害作用，フラ
ボノイド（ポリフェノール）系については，血管内皮依存性の血管
弛緩作用，γ－アミノ酪酸については，血管収縮を緩和する交感神
経抑制作用，杜仲葉配糖体→血管平滑筋を弛緩する副交感神経系
亢進作用，酢酸については，アルギニンバソプレッシンによる血
管収縮の抑制作用が許可されおり，いずれも血管平滑筋の収縮と
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弛緩作用に関与するもので食品に含まれている成分である 6)。  
（４）栄養と高血圧予防および改善効果  
   高血圧の発症にはさまざまな要因があげられているが , そのな
かでも習慣的な栄養・食生活の偏りは大きなリスクとなる。近年，
野菜 , 果物 , 低脂肪乳製品などを中心とした特定の栄養素やその
比率にこだわらず，食品の組み合わせを改善することで血圧コン
トロールをする DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) が
高血圧治療として提唱されている 7)。また，ビタミン B6 , ビタミ
ン C, ビタミン E および脂肪酸など豊富に含む食品の栄養素は , 
インスリン抵抗性の維持 , 血圧の正常化 , 腎血管損傷の改善など
に重要な役割を果たすことが報告されている 8)。従って , 「食事か
らの予防」という観点から検証をすることで高血圧に対する効果
的な食材をはじめ , 栄養成分や食事性の効果などが期待されると
考えられる。  
なかでも，水溶性で強力な抗酸化作用をもつビタミン C は，体
の組織細胞，歯ぐき，血管，骨，歯の成長および修復に重要な物質
であるコラーゲンの形成に重要な役割を果たすことが報告されて
いる 9)。ビタミン C は，柑橘類，ベリー類，緑色葉野菜，トマト，
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ピーマンなどに多く含まれており，コラーゲンの生成を助けること
からサプリメントだけでなく，化粧水や美容液などにも使用されて
いる。一方で，ビタミン C の欠乏は，コラーゲンの同化が進行せ
ず，歯のぐらつき・血管の脆弱化・皮膚からの出血・怪我の回復や
免疫機能の低下，貧血など，壊血病の諸症状を呈するようになる。
他方，ビタミン C は強い抗酸化作用を持つことから，糖尿病改善
10)，冠動脈疾患予防 11)，酸化ストレス抑制 12)などの作用があるこ
とも報告されている。  
先行研究によれば，食事から摂取するビタミン C 補充は , 高血圧
モデルラットの血圧を顕著に抑制することが報告されている 13)。。
本態性高血圧疾患者に対するビタミン C の摂取は , 内皮機能障害
を改善させる働きがあることも報告されている 14）。        
また，植物に多く含まれる色素や苦味の成分であるポリフェノー
ルは，ほとんどが植物に存在し，淡色・無色の「フラボノイド類」
と，それ以外の「ノンフラボノイド類」  に大きく分けられる。そ
の種類はカテキン，アントシアニン，イソフラボン，フラボノール
など 300 種類以上といわれている。リンゴ , ブルーベルー，ナッツ
類，  お茶，ワイン，チョコレートなどにもポリフェノールが豊富
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に含まれており，活性酸素を除去する抗酸化効果が強いと知られて
いる 15)。また，野菜や果物などにも含まれているポリフェノール
には，動脈硬化予防 16)，糖尿病改善 17)，がん予防 18)などの作用が
あることが報告されている。また，高血圧モデルラットを用いた研
究により赤ワインに由来するポリフェノールには血圧抑制作用が
認められ，大動脈の内皮機能障害が改善させることが報告されてい
る 19)。さらに，同じように高血圧モデルラットにより，お茶に含ま
れるポリフェノールにはインスリン耐性の改善，血圧の抑制および
内皮機能障害の改善作用のあることが報告されている 20) 。  
 
３．国際農業開発  
  世界人口の５分の４を占める開発途上国の多くは，熱帯地域に位
置し，農業を基幹産業としている 21)。これらの諸国の農業を通じて
開発と発展に寄与することは国際農業開発において重要性が高い。
これらの国々は，豊かな国づくりのために賢明に努力を重ねている
が，その多くは，依然として食料不足や貧困の問題を抱えており，先
進国との格差は拡大する方向である。農業・農村の振興による開発
は，主要な課題と考えられるが，一方，無秩序な開発が，森林の喪失，
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耕地の荒廃，砂漠化の進行などを引き起こし，深刻な問題となって
いる。また，このような現状は，地球規模の環境破壊の原因として，
国際的にも広く関心を集めている。開発途上国支援においては，人
口，環境，食料問題などと地球規模の課題への取り組みの重要性が
増している。  
 
４．日米コモンアジェンダ  
  1993 年より日米間において日米包括経済協議の重要な柱の一つ
として「地球的展望に立った協力のための共通課題（コモンアジェ
ンダ）」を推進してきている。コモンアジェンダは，環境・人口・エ
イズ・WID（途上国の女性支援）など一国のみが個別に取り組むので
は有効な効果を上げることが出来ず，地球的な規模での対応が必要
とされる種々の問題を日米両国の共通課題として捉え，日米両国が
積極的にリーダーシップを発揮していくことを目的としたものであ
る。米国では，ペルー国において麻薬代替作物の開発，栽培促進を重
点課題のひとつとして実施中である。日本としては，麻薬代替作物
開発支援に関する技術協力について，治安に対する慎重な配慮が必
要であるものの，例えば，カムカム（熱帯果実の一種）の栽培や稲作
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の振興，麻薬使用予防のための啓蒙活動，などにおける協調などに
ついて，日・米・ペルー間で検討をしている 22)。  
 
５．ペルーの国土とカムカム  
ペルーは南米大陸の太平洋岸の中部に位置し，熱帯から亜熱帯に
属する地帯である。太平洋岸を流れる寒流，フンボルト海流と，アン
デス山脈の標高差などにより，とても多くの気象区分に分かれてい
る。その多くの気象区分を地理的条件により大きく三つの異なった
地帯に分けられ，ほとんど雨の降らない砂漠の海岸地帯，アンデス山
脈の連なっている山岳地帯，熱帯雨林気候のアマゾン地帯であり，国
土面積の約 59%はアマゾン地帯である 22)。  
カムカムは，このアマゾン河流域原産のフトモモ科に属する植物
で，灌木種（背の低い木），樹木種（背の高い木）になるものなど何
種類かあり，中でも，ビタミン C が最も多く含まれている灌木種の，
Myrciaria dubia という品種がある。この品種は，自然の状態では，ア
マゾン河流域の流れの緩やかな水辺のみに自生している。雨季と乾
季の水位差は 10ｍ前後あり，雨期になると 3 ヶ月から 5 ヶ月の間は
水没してしまい，その後，水位が下がり水の中から出てくると芽が出
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て葉が茂り，花が咲き，実がなる。とくに新しい枝に多くの実がなる
習性があり，現地では昔からジュースにして飲まれていて，肌荒れ防
止，風邪の予防や便秘，肥満，糖尿病，高血圧の改善などに良いと言
われている 23)。  
 
６．ペルーにおける貧困・社会・麻薬問題および自然保護対策  
ペルーの近現代史は，政治と経済の不安定によって特徴づけられ
る。民主的な手続きを経て選ばれた政権は軍事評議会に取って代わ
られ，その後，民主政権に引き継がれるものの，再び軍事政権が誕生
するという歴史が繰り返されてきた。  
政治経済の不安定が続く中で，疲弊しきった農村部から都市部へ
の急速な人口流入，政府の統治能力の急激な低下と並行したゲリラ
活動とテロ活動の拡大，都市周辺部と旧市街地のスラム化，全般的な
治安の悪化が進行していった。テロ活動は経済の破綻と統治能力の
急低下に比例して激しさを増していった。また，コカ栽培は，テロ活
動の資金源となる。この間，国民の福祉水準は 1970 年代半ばをピー
クとして，それ以降悪化の一途をたどった。農村部を中心に活発化し
たテロ活動が治安の悪化をもたらし，一般的な経済の悪化と歴史的
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に受け継がれてきた農村部の貧困は都市への人口流入を加速させ，
社会の不安定性を高めてきた 22)。  
貧困対策として，カムカムの栽培を促進することで，農作物を植え
てもほとんど現金収入のないアマゾン地域で収入増大を支援するこ
とによって現地の人たちの生活水準の向上を図ることができる。  
社会問題対策として，貧困層のために活動していたグループが過
激化し，テロリストになってしまうケースに対し，カムカムの栽培に
よって生活水準向上ができるとうったえるとともに，間違った方向
に走ってしまったグループにも理解させ武器をおいて一緒に働ける
よう栽培指導をおこなっていくことができる。  
麻薬問題対策として，コカインの原料になるコカの主な産地のペ
ルーの農民達は，他に現金収入を得ることができる作物がなかった
ために，収入を得やすいコカを栽培していた。農民達はコカの代わり
に収入を得る作物があれば，それを栽培することを望んでいること
から，コカの代わりにカムカムの栽培を奨励し，コカの栽培面積を減
少することを目標とすることができる。  
自然保護対策として，アマゾン森林地域では年々乱伐が進んでお
り，自然保護が急務とされ，カムカムの木は，季節によっては水没し
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ていまい他の植物を植えることのできない地域でも栽培が可能で，
このカムカムを植林し森林面積を増やすことによって自然保護と地
球環境の改善を進めることができる 23)。  
このように，ペルーの貧しい農家の生活向上支援，カムカムの安定
供給と CO2 削減，また，カムカムの栽培はコカの代替え作物として
成功すれば麻薬の撲滅につながることから，国際貢献度の高いもの
と考えられる。  
 
７．本研究においてカムカムを対象とした理由  
  本研究の対象となる南米ペルー・アマゾン河支流に自生するカム
カム  (Myrciaria dubia) には，果実中にビタミン C，ビタミン B1，ビ
タミン B2，クエン酸などが豊富に含まれているが，近年，果皮中に
高血圧を抑制するとされるポリフェノール類を多く含むことが報告
されており，高血圧に対して抑制作用のあることがすでに報告され
ている 24)。つまり，カムカムは，果汁のみでなく果皮にも高血圧に
対して抑制作用があることが明らかである。果皮中に高血圧を抑制
するとされるポリフェノール類を多く含むことが報告されており，
血圧上昇の抑制メカニズムについてより詳細な検討が行われてきた。   
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樫村ら 25)は，SHR を用い，カムカム果皮抽出液投与により，摘出
胸部大動脈において，ノルエピネフリンおよびフェニレフリンに対
する収縮反応は，非投与ラットと比較して顕著に抑制され，さらにア
セチルコリンに対する弛緩反応では，非投与ラットに比較し顕著に
促進することを報告した。  
また，現在は，カムカム果汁のみが商品化されているが，カムカム
は，その果汁製品パルブ１トンに生果実２トンが必要とされている
ことから，高血圧抑制作用が認められている果皮などの残渣の有効
利用法を検討することにより，より効率良い経済効果と環境保護が
期待される。  
しかし，カムカム果汁および果皮において高血圧抑制作用がある
ことは報告されているが，その生理学的メカニズムが詳細に検討さ
れていないのが現状である。  
 
８．本研究の目的  
  本研究では，カムカム果皮抽出液を高血圧自然発症ラット（SHR）
に投与した場合の変化について，血圧に対する作用を観察するとと
もに，血管平滑筋の弛緩作用に関与する，一酸化窒素合成酵素（NOS）
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および同収縮作用に関与する，アンジオテンシン変換酵素（ACE）が
与える影響を，大動脈の NOS 活性，大動脈の内皮型一酸化窒素合成
酵素 (eNOS)タンパク質発現，ACE 活性，および大動脈アンジオテン
シンⅡタイプ 1（AT1）受容体タンパク質発現の両面から検討した。 
次に，株式会社メルカード東京農大にて，アマゾンの果実・カムカ
ムで作られた甘酸っぱいジュースとして商品開発している果汁につ
いては，高血圧抑制作用に関する検討はほとんどされていない。この
ため，市販されているカムカム果汁を SHR に投与した場合の変化に
ついて，血圧に対する作用を観察するとともに，前述と同様の観点か
ら検討した。  
このことから，カムカム果皮に豊富に含まれるポリフェノール類
やビタミン C が，SHR の血管内皮細胞の損傷を修復し，血管弛緩物
質である一酸化窒素の放出を促進させる可能性があると推察された。
すなわち，交感神経伝達物質による血管収縮反応および交感神経系
を介さない血管弛緩物質の発現の機序が観察された。そこで，市販さ
れているカムカム果汁 100%を SHR に投与し , 血圧の上昇抑制に対
する交感神経系活性収縮物質，内皮細胞由来弛緩物質，レニン・アン
ジオテンシン系収縮物質および平滑筋由来弛緩物質の各関与につい
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て，カテーテル挿入による覚醒状態での体血圧測定および摘出大動
脈による張力測定により，その血管反応の変化を検討した。  
これらの実験結果をもとに，カムカムに関する機能と作用機序を
明らかにすることで，科学的根拠から付加価値を促進し，食品として
のインセンティブを高め，ぺルーにおける国際農業開発の貢献に対
する湿潤熱帯地域での貧農民救済や農業振興に対し寄与できるもの
と考え，研究目的とした。  
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第２章 高血圧自然発症ラットにおける内皮型一酸化
窒素合成酵素（eNOS）タンパク質およびアンジオテン
シンⅡタイプ 1（AT１）受容体タンパク質の発現に及ぼ
すカムカム（Myrciaria dubia）果皮抽出液の影響  
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１．緒言  
血管内皮機能障害は，高血圧，動脈硬化，糖尿病，脂質異常症など
様々な要因から引き起こされることが報告されている 26),27）。なかでも ,  
高血圧は脳卒中の最も危険な因子とされ，臓器障害や心血管性疾患の
合併にも深く関与すると指摘されている 28）。高血圧の発症および悪化
に関与する主な機序は，血管収縮因子であるアンジオテンシン
（Angiotensin，AT）Ⅱ，エンドセリン -1，トロンボキサン，セロトニン
などの増加や，血管弛緩因子である一酸化窒素  (NO)，ブラジキニン，
プロスタサイクリンなどの減少が関与すると考えられている 29）。  
血圧の調節に関与する NO は，L-アルギニンを基質として NO 合成
酵素  (NOS) により生成され，なかでも動脈において，内皮型一酸化窒
素合成酵素（eNOS）により産生された NO は，血圧調整や内皮機能障
害などの心血管性の恒常性維持に重要な役割を果たす 30),  31）。また，血
管平滑筋においては，サイクリック GMP の増大を通じて血管を弛緩さ
せること 32）や，eNOS 活性の低下による NO 産生の減少が血圧上昇に
関与することも報告されている 26）。  
同様にレニン -アンジオテンシン系において，アンジオテンシン変換
酵素  (ACE) 活性上昇は，強力な血管収縮作用である ATⅡを増やす結
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果となり 33），高血圧の発症および悪化に関わる要因となる。その ATⅡ  
には , ATⅡタイプ 1（AT  1）とタイプ 2（AT  2）の 2 種類の受容体が存在
する 34）。 特に AT  1 受容体は，血管平滑筋，肺，肝臓，腎臓などに分布
し，血管の収縮，血管壁肥厚，心筋肥大に関与している 35）。  
 南米ペルー・アマゾン川支流に自生するカムカム（Myrciaria dubia）
は，果実中にビタミン C，ビタミン B1，ビタミン B2，クエン酸等が豊
富に含まれている植物である。近年，カムカム果皮中に含まれるポリ
フェノール類が血圧上昇抑制作用を有することが報告されている 24)。
さらに，樫村らは，高血圧自然発症ラット  (SHR)の摘出胸部大動脈を
用いて，ノルアドレナリンおよびフェニレフリンに対する収縮反応を
検討し，カムカム果皮抽出液の投与により収縮反応が有意に抑制され
ることを報告した 25）。また，アセチルコリンに対する弛緩反応は，有
意に増大したことから，カムカム果皮に豊富に含まれるポリフェノー
ル類が，SHR の血管内皮細胞の損傷を修復し，血管弛緩物質である NO
の放出を促進させる可能性があることが示唆されている 24）。  
 そこで，SHR にカムカム果皮抽出液を投与した場合の変化について，
血圧に対する作用を観察するとともに，NOS および ACE が与える影響
を，大動脈の NOS 活性，大動脈 eNOS タンパク質発現，血清 ACE 活
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性，および大動脈 AT  1 受容体タンパク質発現の面から検討した。  
 
２．方法  
（１）実験動物および飼育条件  
  本態性高血圧の疾患モデル動物である 5 週齢の雄性 SHR 
（SHR/NCri，日本チャールズ・リバー社）と，その対照として 5 週
齢の雄性正常血圧ラットである Wistar Kyoto rat (WKY/NCrj，日本チ
ャールズ・リバー社 )を用いた。アマゾンジャパン株式会社のカムカ
ム果実を果汁と残渣に分けパルプ化した。そのカムカム果皮抽出液
は，テフロン製経口ゾンデ (イナリサーチ )を用いて，胃内に 1 日 1 回
0.25 mL(総ポリフェノール含有量 0.6 mg/kg 体重 )を樫村らの方法に
準じて 24）慎重に投与した。なお，このカムカム果皮抽出液の調製は
その都度行い，樫村らの方法に準じて 24），カムカム果皮を乾燥させ
た粉末 10 g（水分 7.4 g/100g，タンパク質 6.6 g/100g，脂質 13.0 g/100g，
灰分 2.2 g/100g，炭水化物 70.8 g/100g）を 100℃の熱湯 250 mL で 10
分間煎じた後にろ過し，不溶物を除いた (最終液量 230 mL)。また，
水を投与する群には，水道水を同様に投与した。飼育期間を先行研
究より 24),25）5 週間に設定した。1 週間の予備飼育後，SHR にカムカ
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ム果皮抽出液を投与する群  (以下 SC 群，n=5)と水を投与する群  (以
下 SW 群，n=5)に分けた。また，WKY は，カムカム果皮抽出液を投
与する群  (以下 WC 群 n=5)と水を投与する群  (以下 WW 群，n=5)に
分けた。  
飼育環境は，小動物飼育制御装置（クリーンラック，日本医化器機
製作所（株））を用い，室温を約 23℃に設定した。食餌はオリエンタ
ル酵母（株）社製の MF を用い，水は水道水を自由摂取させた。飼育
室の照明は，朝 8:00 から夕方 20：00 を明期，20:00 から翌朝 8:00 ま
でを暗期とした。  
（２）測定項目および分析方法  
体重測定は，デジタル計量計  (株式会社 A&D 製  ，NT-3000) を用
い，カムカム果皮抽出液の投与前および試験終了時に測定した。飼育
開始から 1 週間の間に，血圧測定に慣れさせるために毎日ハンドリ
ングし，非観血式自動血圧測定装置 (株式会社ソフトロン製，BP-98A)
を用いて事前測定（ 2 回）を実施した。その後，カムカム果皮抽出液
投与開始前日から投与 5 週目まで血圧測定を実施した。血圧測定は，
ラット尾動脈にカフセンサーを装着し，あらかじめ 20 分間ラットを
固定器  (保温状態 38℃ ) に留置し，尾動脈血流を確認後，収縮期血
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圧，拡張期血圧および心拍数を 5 回測定し，最高ならびに最低血圧
を除いた 3 回の値から平均値を算出した。測定時刻は，明期の午前
中 8:00 から 12:00 の間であった。  
飼育終了時に，ペントバルビタール麻酔下 (50 mg/kg 体重，腹腔内 )
で胸骨正中切開にて開胸し，胸部大動脈より約 5 mL 採血した。血液
は冷却遠心器  (エッペンドルフ社，5415R) を用いて 4℃，3000rpm で
10 分間遠心分離し，得られた血清は直ちに－ 20℃で保存した。採血
後，胸部大動脈を摘出し，4℃の生理食塩水で洗浄した後，組織を直
ちに液体窒素で凍結させ，－80℃で保存した。凍結した胸部大動脈は，
柏木らの方法に準じて 36 ），ホモジナイゼーションバッファー
(Homogenization buffer,50 mM Tris -HCl, 1 mM EDTA，pH 7.4)を加えホ
モジネートした後，上述の冷却遠心器を用いて 4℃，16,000 G で 15
分間遠心分離し，上清を抽出液として -80℃で直ちに凍結保存した。  
NOS 活性の測定は，市販の分析キット (BIO-RAD Laboratories 
KK ,DC protein assay kit ) を用いて，上清中のタンパク濃度を均一に
した上で，マイクロプレートリーダー (波長 750 nm， BIO-RAD 
Laboratories KK, Model 680)を用いて，NOS 活性測定キット (フナコシ
株式会社 )を用いて，吸光度 505 nm で測定した。  
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ウェスタンブロッティング (Western blotting) 法よる大動脈 eNOS
および AT1 受容体タンパク質発現の分析は，胸部大動脈の血清抽出
液を DC protein assay kit を用いてタンパク質量を測定後，Denaturing 
buffer (100 mM Tris-HCl，2％  SDS, 20％  スクロース , 0.06％  ブロム
フェノールブルー , 100 mM ジチオスレイトール ) を抽出液と同量を
添加し 5 分間煮沸した。SDS-PAGE は , 10％ポリアクリルアミドゲル  
(C10L，ATTO) および Running buffer (25 mM Tris-HCl，  192 mM グ
リシン，0.1％  SDS) を用いて電気泳動を行った。泳動後，直ちにゲ
ルを PVDF 膜  (AE-6668, ATTO) に転写し，TBS-T (25mM Tris-HCl, 
150mM NaCl, Tween-20) に非タンパク質ブロッキング剤  (AE-1470CP, 
ATTO) を加えた溶液に浸し，60 分間ブロッキングを行った。1 次抗
体には，eNOS (eNOS/NOS typeⅢ , BD Biosciences)および AT1 受容体
(SC-1173, Santa Cruz)抗体を用い， TBS-T と 1:2500 の割合で調製し，
常温にて 120 分間反応させた。反応後，2 次抗体 (HRP Goat Anti-Mouse 
lgs, BD Biosciences)を TBS-T と 1:1500 の割合で調製し，常温にて 60
分間反応させた。その後，化学発光試薬  (ECL plus , Amersham)512.5μl
を均等に添加し，高感度冷却 CCD カメラ (Light-Capture AE-6971, 
ATTO)を用いて撮影し，発光輝度を画像解析ソフト (CS, Analyzer ver．
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2.0, ATTO)にて解析した。また，求めた発光輝度から解析したタンパ
ク質発現バンドは，水道水投与群である WW 群の発現バンドをそれ
ぞれ基準  (平均を 1.0) として，カムカム果皮抽出液群投与群の発現
バンドの比率を求めた（以下，発現率）。凍結した血清を室温で溶解
した後，ACE カラーキット (富士レビオ )を用いて血清 ACE 活性を分
析した。吸光度測定は，分光光度計 (タイテック )を用いて波長 505 nm
で行った。なお，タンパクの発現は，AT-1R(43kDa)，eNOS(140kDa)の
プロテインバンドを用いて .37)確認した。  
すべてのデータは，正規性の確認をした上で，平均値 ±標準偏差
（S.D．）で示した。各群間（SC，SW, WC,および WW 群）における
有意差検定は，一元配置分散分析で解析した後，Schéffe の多重比較
検定を用いて行った。統計解析には，エクセル統計解析 ver2.0 （株
式会社エスミ）を用いた。なお，各群間の有意差の検定は，すべて危
険率 5％水準で示した。この実験は，東京農業大学実験動物委員会の
承認を得て実施した。  
 
３．結果  
（１）体重  
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Fig.1 は，SC 群，SW 群，WC 群および WW 群の体重の推移を示し
た。SHR は，WKY に比較して低い値を示したが，SC 群と SW 群お
よび WC 群と WW 群の間には，カムカム果皮抽出液の投与による有
意差は認められなかった。  
（２）収縮期血圧，拡張期血圧，心拍数  
Fig.2 は，各群における投与 5 週間までの収縮期血圧の変化を示し
た。投与前から投与後 5 週間における収縮期血圧において，SHR は，
WKY に比較して SC 群は有意に高い値を示した。一方，投与 5 週目
における収縮期血圧は，SW 群に比較して SC 群は，カムカム果皮抽
出液の投与によって有意に低値を示した (p<0.05)が，WC 群と WW 群
の間に差は認められなかった。Fig.3 は，各群における投与 5 週間ま
での拡張期血圧の変化を示した。投与 5 週目における拡張期血圧は，
SW 群に比較して SC 群は，カムカム果皮抽出液の投与によって有意
に低値を示した  (p<0.05) が，同じ投与期間における WC 群と WW 群
の間に差は認められなかった。  
Fig.4 は，各群における投与 5 週間までの心拍数の変化を示した。
SHR は，WKY に比較して心拍数は有意に高値を示した (p<0.05)。SC
群と SW 群および WC 群と WW 群の間にはカムカム果皮抽出液の投
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与によるそれぞれ統計的な有意差は認められなかった。  
（３）血清 ACE 活性  
Table1 は，各群における血清 ACE 活性値を示した。WKY と比較
して，SHR において低値を示した (p<0.05)。しかし，WW 群と WC 群
および SW 群と SC 群の間にはそれぞれカムカム果皮抽出液の投与に
よる差がなかった。  
（４）大動脈 NOS 活性  
Table1 は，各群における大動脈 NOS 活性値を示した。大動脈 NOS
活性値は，SHR と比較して，統計的な有意差は得られなかった。   
（５）eNOS タンパク発現  
Table1 は，大動脈における eNOS タンパク質の発現を示した。eNOS
タンパク質の発現率は，SW 群に比較して，統計的な有意差は認めら
れなかった。   
（６）大動脈 AT1 受容体タンパク発現  
Table1 は，投与後の大動脈 AT1 受容体タンパク質の発現率を示し
た。AT1 受容体タンパク質の発現率は，SW 群に比較してカムカム果
皮抽出液の投与による SC 群で有意に低値を示した (p<0.05)。  
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４．考察  
本研究では，本態性高血圧モデルである SHR にカムカム果皮抽出液
を投与し，高血圧が抑制された。その抑制について，血圧調節機構に関
与する一酸化窒素合成酵素およびアンギオテンシン変換酵素が与える
影響を検討するため，大動脈 NOS 活性，大動脈 eNOS タンパク質と血
清 ACE 活性，AT1 受容体タンパク質発現について検討した。   
一般的な高血圧抑制の機序の一つとして , 大動脈における内皮依存
性弛緩の障害を減弱させ，血管内皮細胞での eNOS 活性化が報告され
ている 38)。Actis et al.はポリフェノールの一種であるフラボノールを豊
富に含む食品は  ACE 活性を抑制し，血圧上昇の抑制と関連する可能性
を指摘している 39）。さらに，Ying et al.は , 茶ポリフェノールには ATⅡ
により誘発された高血圧に伴う内皮細胞機能障害や心血管性疾患を予
防する働きがあることを報告している 40）。カムカムに含まれるポリフ
ェノールには，アントシアンやエラグ酸などが含まれることが報告さ
れている 41)。  
AT Ⅱ は 血 管 内 皮 細 胞 や 平 滑 筋 細 胞 の 細 胞 膜 酵 素 で あ る
NADH/NADPH 活性を刺激し，スーパーオキシドラジカルを産生させる。
高血圧や高脂血症を有する動物の血管壁ではスーパーオキシドラジカ
27 
 
ルの産生が増加しており，SHR の大動脈においても内皮依存性弛緩の
障害があることが報告されている 42)。つまり，ラットの血圧上昇に従
い，内皮依存型の障害が増すことが示唆されている。  
本研究では，カムカム果皮抽出液を SHR に経口投与した場合，投与
5 週後における SHR の収縮期および拡張期血圧は有意に抑制され（血
圧抑制率は，それぞれ 32.0％，54.4％），大動脈の AT1 受容体タンパク
質の発現レベルはカムカム果皮抽出液の投与により有意に低下した。     
Iyer et al.は，AT1 受容体アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチドを
含むウイルス粒子の投与は，WKY の血圧には影響しないが，SHR の血
圧を有意に低下させることを報告し，多くの組織における AT1 受容体
の減少が血圧低下をもたらすと推察している 43)。カムカム果皮抽出液
投与が SHR における AT1 受容体タンパク質の発現が減少したことに関
する機序は不明であるが，カムカム果皮抽出液投与による血圧上昇抑
制作用との関連性が推察される。本研究では，SHR の大動脈 NOS 活性
および eNOS タンパク質発現，血清 ACE 活性についてはカムカム果皮
抽出液投与による有意な影響が得られなかったことから，カムカム果
皮抽出液に含まれる関与成分（あるいはその代謝産物）が直接 ACE を
阻害するという可能性は残るものの，少なくとも eNOS 活性および
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eNOS タンパク質発現量からは血圧上昇抑制に対する寄与は低いもの
と推察される。  
一方，酸化ストレスによる血管内皮細胞の障害も血圧上昇の一因と
なる。ATⅡは，AT1 受容体に依存して NADPH オキシダーゼの遺伝子発
現をアップレギュレートにより酸化ストレスを増大させることが報告
されている 44)。紅茶および緑茶に含まれるポリフェノールは , それら
の抗酸化作用により脳卒中易発症高血圧ラットの高血圧進行を減弱さ
せる働きがあることが報告されている 45)。また，加齢に伴う ATⅡや
AT1 受容体発現の増加について，赤ワインポリフェノールがそれらを抑
制することも報告されている 46)。本研究においてレニン -アンジオテン
シン系を抑制するレスベラトロールを分析したが含まれていなかった。
しかし，Miyazaki et al.は , 赤ワインに含まれるポリフェノールの一種
であるレスベラトロール  (3, 5, 4'-trihydroxystilbene) が，AT1 受容体タ
ンパク質および mRNA の発現を顕著に抑制することを報告している 47)。
また，Tien Thuy et al.は，SHR への IGF-1 レセプターアンチセンスオリ
ゴデオキシヌクレオチドの投与によって AT1 受容体タンパク質が低下
したことで，血圧上昇が有意に抑制したことを報告している 48)。上記
において様々な血圧上昇抑制因子に述べたが，ATⅡのレセプターであ
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る AT1 受容体タンパク質の発現の低下が SHR の血圧上昇抑制の要因の
1 つであることが推察される。この他に，SHR の内皮依存性弛緩の障
害機序は，内皮由来弛緩因子の減少，プロスタグランジン H2 による内
皮由来収縮因子の遊離増加および内皮由来過分極因子の遊離減少など
が考えられており 38)，いずれにしても血管内皮が血圧上昇の一要因に
なっている。今後は，誘導型 NOS（ iNOS）発現とリン酸化といった eNOS
の活性など 49)も含め，血圧上昇抑制に関与するカムカム果皮抽出液に
含有される活性成分の検討が必要と思われる。  
 
５．結論  
本研究において，カムカム果皮抽出液投与による SHR の大動脈 AT1
受容体タンパク発現は，有意な減弱を示した。また，カムカム果皮抽出
液投与による血清 ACE 活性値は , WKY と比較して，SHR において有意
に低値を示した。しかし , WW 群と WC 群および SC 群と SW 群の群間
にカムカム果皮抽出液投与による有意な差は認められなかった。 この
ことは，カムカム果皮抽出液が ATⅡのレセプターである AT1 受容体を
介して , 血圧上昇の抑制に関与する可能性が示唆された。  
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WW WC SW  SC
ACE   activity
(IU/L)
      32.7±5.7       33.0±5.9       22.2±1.4**       22.5±1.1**
NOS   activity
(pmol/mg protein/min)
        6.6±1.4         7.9±1.3         6.0±1.1  6.6±0.6
eNOS protein       1.00±0.44       1.00±0.57       0.48±0.38       0.49±0.32
AT1  protein       1.00±0.40       0.87±0.20       0.70±0.26       0.28±0.12*
Table 1 Effects of CamuCamu  extract on ACE,NOS activities and eNOS, AT
1 
protein expressions.
1)
 
 1 )  
Individual data are means ±SD(n=5) . 
＊   
(p<0.05) vs SW 
＊＊
(p<0.05) vs WW,WS 
 2 )  
Expressed as ratio of WW 
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Fig.1  Effect of  Camu-Camu pericarp extract on body weight in WKY and SHR.  
Individual data are means ± SD (n=5 for each group).  
WW:WKY given water.  
WC:WKY given Camu-Camu pericarp extract.  
SW:SHR given water.  
SC:SHR given Camu-Camu pericarp extract.          
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  Fig.2 Effect of Camu-Camu pericarp extract on systolic blood pressure in 
WKY and SHR. 
Individual data are means ± SD (n=5 for each group)．*p<0.05 compared 
with SW．  
The groups were the same as Fig.1. 
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Fig.3 Effect of Camu-Camu pericarp extract on diastolic blood pressure 
in WKY and SHR. 
Individual data are means ± SD (n=5 for each group)． *p<0.05 compared 
with SW．  
The groups were the same as Fig.1.  
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Fig.4 Effect of Camu-Camu pericarp extract on heart rate in WKY and SHR.  
Individual data are means ± SD (n=5 for each group)．  
The groups were the same as Fig.1．   
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第３章 高血圧自然発症ラットにおける内皮型一酸化
窒素合成酵素（eNOS）タンパク質およびアンジオテン
シンⅡタイプ 1（AT１）受容体タンパク質の発現に及ぼ
すカムカム（Myrciaria dubia）果汁の影響  
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１．緒言  
現在，血圧，動脈硬化，糖尿病，脂質異常症など様々な要因から血管
内皮機能障害が引き起こされる 26)。なかでも，高血圧は脳卒中の最も
危険な因子とされ，臓器障害や心血管病の合併が深く関与すると指摘
されている。NO は L-アルギニンを基質として，NO を触媒する酵素で
ある NO 合成酵素 (NOS)により生成される。eNOS から産生され NO は，
血圧調整や内皮機能障害などの心血管性の恒常性維持に重要な役割を
果たしている 30),31)。また，血管平滑筋におけるサイクリック GMP の
増大を通じて，弛緩反応を誘発し，NO 産生を増加することも知られて
いる 32) 。しかし，血管内皮細胞における NOS の低下により，血管弛
緩に関与する NO 量の減少が，高血圧の抑制に関与することを報告し
ている 26)。   
血圧の調節に関与するレニン -アンギオテンシン系において，アンギ
オテンシン I をアンギオテンシン II に変換する酵素であるアンギオテ
ンシン変換酵素  (Angiotensin Converting Enzyme，ACE) は，主に肺や血
管内皮細胞によって活性化され，血圧の調整に関与する因子である。
また，アンギオテンシン II は，強力な血管収縮作用のあることが知ら
れており，そのアンギオテンシン II には，AT1 と AT2 の 2 種類の受容
37 
 
体が存在する 34)。特に AT1 受容体には，血管平滑筋，肺，肝臓，腎臓
などに分布し，血管収縮作用，血管壁肥厚作用，動脈硬化作用，心筋肥
大作用を介している。このアンギオテンシン系の障害は，病態生理学
的に見ても高血圧，腎臓病および心不全などに関与することが知られ
てい 35)。なかでも，高血圧の発症および悪化に関与する要因として，
ACE の増大 50)，血管平滑筋に関与する血管収縮物質である ATII の増
加 51)などが関与するとされている。このことから，高血圧の改善メカ
ニズムとして，間接的に  eNOS 活性の増大，あるいは ACE 活性の低下
が部分的に関与する可能性が推察される。   
南米ペルー・アマゾン川支流に自生するカムカム（Myrciaria dubia）
は，果実中にビタミン B1， ビタミン B2， ビタミン C， ナイアシン，  
クエン酸，  カルシウムなどが豊富に含まれているが 52)，  近年，上記
成分だけでなく，果皮中に高血圧を抑制するとされるポリフェノール
類を多く含むことも報告されている 24)。 さらに，樫村らは，SHR の摘
出胸部大動脈を用いて，ノルアドレナリンおよびフェニレフリンに対
する収縮反応を検討し，カムカム果皮抽出液の投与により収縮反応が
有意に抑制されることを報告した 25）。また，アセチルコリンに対する
弛緩反応は，有意に増大したことから，カムカム果皮に豊富に含まれ
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るポリフェノール類が，SHR の血管内皮細胞の損傷を修復し，血管弛
緩物質である NO の放出を促進させる可能性があることが示唆されて
いる 36）。  
そこで，SHR に東京農業大学で販売されているカムカム果汁を投与
した場合の変化について，血圧に対する作用を観察するとともに，NOS
および ACE が与える影響を，大動脈の NOS 活性，大動脈 eNOS タンパ
ク質発現，血清 ACE 活性，および大動脈 AT1 受容体タンパク質発現の
面から検討した。  
 
２．方法  
（１）実験動物および飼育条件  
  本態性高血圧の疾患モデル動物である 5 週齢の雄性高血圧自然発
症ラット  （SHR/NCri，日本チャールズ・リバー社）と，その対照と
して 5 週齢の雄性正常血圧ラットである Wistar Kyoto rat (WKY/NCrj，
日本チャールズ・リバー社 )を用いた。投与するカムカム果汁液は，
農大メルカード (株 ) のカムカム果汁 100%を用いて，カムカム果皮抽
出液に含まれるポリフェノール濃度  (1.35mg/ml：総ポリフェノール
量 0.3375mg) と同様に設定し，水道水で希釈を行いカムカム果汁液
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(以下：果汁 )とした。果汁液は，テフロン製経口ゾンデ (イナリサー
チ )を用いて，胃内に１日１回 0.25ml (ビタミン C 量 2.25ml) を慎重
に投与とした。なお，この果汁の調製は，その都度行った。また，水
を投与する群には，水道水を同様に投与した。飼育期間を先行研究
より 24),25)，5 週間に設定した。1 週間の予備飼育後，SHR にカムカ
ム果皮抽出液を投与する群  (以下 SC 群，n=5)と水を投与する群  (以
下 SW 群，n=5)に分けた。また，WKY は，カムカム果皮抽出液を投
与する群  (以下 WC 群 n=5)と水を投与する群  (以下 WW 群，n=5)に
分けた。  
飼育環境は，小動物飼育制御装置（クリーンラック，日本医化器機
製作所（株））を用い，室温を約 23℃に設定した。食餌はオリエンタ
ル酵母（株）社製の MF を用い，水は水道水を自由摂取させた。飼育
室の照明は，朝 8:00 から夕方 20：00 を明期，20:00 から翌朝 8:00 ま
でを暗期とした。  
（２）測定項目および分析方法  
体重測定は，デジタル計量計  (株式会社 A&D 製  ，NT-3000) を用
い，カムカム果皮抽出液の投与前および試験終了時に測定した。飼育
開始から 1 週間の間に，血圧測定に慣れさせるために毎日ハンドリ
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ングし，非観血式自動血圧測定装置 (株式会社ソフトロン製，BP-98A)
を用いて事前測定（ 2 回）を実施した。その後，果汁投与開始前日か
ら投与 5 週目まで血圧測定を実施した。血圧測定は，ラット尾動脈
にカフセンサーを装着し，あらかじめ 20 分間ラットを固定器  (保温
状態 38℃ ) に留置し，尾動脈血流を確認後，収縮期血圧，拡張期血圧
および心拍数を 5 回測定し，最高ならびに最低血圧を除いた 3 回の
値から平均値を算出した。測定時刻は，明期の午前中 8:00 から 12:00
の間であった。  
飼育終了時に，ペントバルビタール麻酔下 (50 mg/kg 体重，腹腔内 )
で胸骨正中切開にて開胸し，胸部大動脈より約 5 mL 採血した。血液
は冷却遠心器  (エッペンドルフ社，5415R) を用いて 4℃，3000rpm で
10 分間遠心分離し，得られた血清は直ちに－ 20℃で保存した。採血
後，胸部大動脈を摘出し，4℃の生理食塩水で洗浄した後，組織を直
ちに液体窒素で凍結させ，－80℃で保存した。凍結した胸部大動脈は，
柏木らの方法に準じて 36)，ホモジナイゼーションバッファー (50 mM 
Tris-HCl, 1 mM EDTA，pH 7.4)を加えホモジネートした後，上述の冷
却遠心器を用いて 4℃，16,000 G で 15 分間遠心分離し，上清を抽出
液として -80℃で直ちに凍結保存した。  
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NOS 活性の測定は，市販の分析キット (BIO-RAD Laboratories 
KK ,DC protein assay kit ) を用いて，上清中のタンパク濃度を均一に
した上で，マイクロプレートリーダー (波長 750 nm， BIO-RAD 
Laboratories KK, Model 680)を用いて，NOS 活性測定キット (フナコシ
株式会社 )を用いて，吸光度 505 nm で測定した。  
ウェスタンブロッティング (Western blotting) 法よる大動脈 eNOS
および AT1 受容体タンパク質発現の分析は，胸部大動脈の血清抽出
液を DC protein assay kit を用いてタンパク質量を測定後，Denaturing 
buffer (100 mM Tris-HCl，2％  SDS, 20％  スクロース , 0.06％  ブロム
フェノールブルー , 100 mM ジチオスレイトール ) を抽出液と同量を
添加し 5 分間煮沸した。SDS-PAGE は , 10％ポリアクリルアミドゲル  
(C10L，ATTO) および Running buffer (25 mM Tris-HCl，  192 mM グ
リシン，0.1％  SDS) を用いて電気泳動を行った。泳動後，直ちにゲ
ルを PVDF 膜  (AE-6668, ATTO) に転写し，TBS-T (25mM Tris-HCl, 
150mM NaCl, Tween-20) に非タンパク質ブロッキング剤  (AE-1470CP, 
ATTO) を加えた溶液に浸し，60 分間ブロッキングを行った。1 次抗
体には，eNOS (eNOS/NOS typeⅢ , BD Biosciences)および AT1 受容体
(SC-1173, Santa Cruz)抗体を用い， TBS-T と 1:2500 の割合で調製し，
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常温にて 120 分間反応させた。反応後，2 次抗体 (HRP Goat Anti-Mouse 
lgs, BD Biosciences)を TBS-T と 1:1500 の割合で調製し，常温にて 60
分間反応させた。その後，化学発光試薬  (ECL plus, Amersham)512.5μl
を均等に添加し，高感度冷却 CCD カメラ (Light-Capture AE-6971, 
ATTO)を用いて撮影し，発光輝度を画像解析ソフト (CS, Analyzer ver．
2.0, ATTO)にて解析した。また，求めた発光輝度から解析したタンパ
ク質発現バンドは，水道水投与群である WW 群の発現バンドをそれ
ぞれ基準  (平均を 1.0) として，カムカム果皮抽出液群投与群の発現
バンドの比率を求めた（以下，発現率）。凍結した血清を室温で溶解
した後，ACE カラーキット (富士レビオ )を用いて血清 ACE 活性を分
析した。吸光度測定は，分光光度計 (タイテック )を用いて波長 505 nm
で行った。なお，タンパクの発現は，AT-1R(43kDa)，eNOS(140kDa)の
プロテインバンドを用いて 37)，確認した。  
すべてのデータは，正規性の確認をした上で，平均値±標準偏差で
示した。各群間（SC，SW, WC,および WW 群）における有意差検定
は，一元配置分散分析で解析した後，Schéffe の多重比較検定を用い
て行った。統計解析には，エクセル統計解析 ver.2.0（株式会社エス
ミ）を用いた。なお，各群間の有意差の検定は，すべて危険率 5％水
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準で示した。この実験は，東京農業大学実験動物委員会の承認を得て
実施した。  
 
３．結果  
（１）体重  
Fig.1 は，SC 群，SW 群，WC 群および WW 群の体重の推移を示し
た。SHR は，WKY に比較して低い値を示したが，SC 群と SW 群お
よび WC 群と WW 群の間には，カムカム果汁の投与による有意差は
認められなかった。  
（２）収縮期血圧，拡張期血圧   
Fig.2 は，各群における投与 5 週間までの収縮期血圧の変化を示し
た。投与前から投与後 5 週間における収縮期血圧において，SHR は，
WKY に比較して SC 群は有意に高い値を示した。一方，投与 4 週か
ら 5 週目における収縮期血圧は，SW 群に比較して SC 群は，カムカ
ム果汁の投与によって有意に低値を示した (p<0.05)が，WC 群と WW
群の間に差は認められなかった。Fig.3 は，各群における投与 5 週間
までの拡張期血圧の変化を示した。投与 4 週から 5 週目における拡
張期血圧は，SW 群に比較して SC 群は，カムカム果皮抽出液の投与 
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によって有意に低値を示した  (p<0.05) が，同じ投与期間における
WC 群と WW 群の間に差は認められなかった。  
（３）血清 ACE 活性  
Fig.4 は，各群における血清 ACE 活性値を示した。投与後における
ACE 活性値は，SW 群と比較して，SC 群において低い傾向を示した
が，WW と WC および SC と SW の群間に差は認められなかった。  
（４）大動脈 NOS 活性  
Fig.5 は，各条件投与後の大動脈における NOS 活性を比較した．投
与後における NOS 活性値は , SC および SW 群と比較して , WC およ
び WW 群において高い傾向を示したが，SC と SW および WC と WW
の群間には有意な差が認められなかった。   
（５）eNOS タンパク発現  
Fig.6 は，各条件投与後の大動脈における eNOS タンパク発現を示
した。eNOS 発現率は，SW 群と比較して，SC 群で有意に高い値を示
した  (p<0.05) 。しかし，WC と WW の群間で，それぞれ有意差は認
められなかった。   
（６）大動脈 AT1 受容体タンパク発現  
Fig.7 は，各条件投与後の大動脈における AT1 受容体のタンパク発
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現を示した。AT1 受容体タンパクの発現比率は，SW 群と比較して，
SC 群で低い傾向を示したが，SW と SC および WC と WW の群間で，
それぞれ有意差は認められなかった。  
 
４．考察  
本研究では，ビタミン C およびポリフェノール類を含むカムカム果
汁 100%を用いて，雄性の SHR および WKY 群に 5 週間投与し，体重お
よび尾動脈血圧の変化を検討するとともに，血圧上昇の抑制機序に関
与すると推測される大動脈における NOS 活性，eNOS および AT1 受容
体タンパク発現，さらに血清中における ACE 活性の面から検討した。  
本研究において，5 週齢雄の SHR にカムカム果汁液を経口投与した
結果，投与 5 週間後の収縮期および拡張期血圧は，ともに顕著に抑制
された。Erlund et.al53)の報告によれば，豊富なポリフェノール類を含む
ブルーベリー成分には，高血圧疾患者における血圧抑制作用，血小板
機能の改善および増加した LDL-コレステロールを減少させる働きを
通じて，心血管疾患の改善に重要な役割を果たす可能性があることを
報告している。Mullan et.al は 54)，アスコルビン酸 (ビタミン C)を 2 型
糖尿病患者に 1 ヶ月間投与した結果，収縮期および拡張期血圧，障害
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のある動脈硬化を減少させることを報告している。また，Vasdev et.al
は 55)，12 週齢 SHR に対してビタミン C サプリメントを 9 週間にわた
り与えた結果，収縮期血圧，アルデヒド結合および有害な腎血管性変
化を低下させたが，体重の比率に対する肝臓および心臓には影響が認
められないことを示唆している。   
本研究では，カムカム果汁液は，SHR の血圧上昇を顕著に抑制する
ことが明らかになった。カムカム果汁液の成分には，ポリフェノール
類およびビタミン C が豊富に含まれていることから，血圧上昇の抑制
メカニズムとして，ビタミン C やポリフェノール類，あるいはその組
み合わせが血圧上昇の抑制に関与する可能性が考えられる。  
一酸化窒素  (NO) は，血流や血圧の調整に関与することが明らかに
なり，NO 依存性の血管拡張性は，脈圧伸張，血流，ずり応力，物理的
刺激などにより血管内皮細胞が活性化させることで維持されている。
また，NO は，L-アルギニンを基質として，NOS により合成されること
が知られている。一方で，血流調節には，eNOS 由来 NO が内皮由来血
管弛緩因子として重要な役割を果たしており，血流によりもたらされ
るずり応力によって eNOS が活性化されることにより，血管径が拡張
し，血流が調節させる。今回，本研究で用いた高血圧モデル動物である
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SHR は，大動脈において内皮依存性の弛緩が L-アルギニンのニトロ化
合物により阻害されていると報告されており，この結果，血管内皮細
胞からの NO 遊離が極端に減少している可能性が強いと報告している
56) 。  
先行研究によれば， Ulker et.al は 57)，ビタミン C および E の組み合
わせが eNOS 活性によって内皮機能を向上させるかを検討した結果，
高齢 SHR の胸部大動脈における内皮機能の改善が観察され，この改善
メカニズムには，SHR 胸部大動脈において NO 産生，eNOS 活性の増大
および NADPH オキシダーゼの減弱を通じて，障害のある血管内皮機
能の向上に関与することを示唆している。Takahara et.al は 58)，赤ワイ
ンおよびブドウジュースから作られた飲料水  (ぶどうの恵み ) を SHR
に経口投与した結果，血圧が抑制されたことから，血圧抑制メカニズ
ムとして，ラット大動脈における eNOS 活性経路を通じて，血管弛緩
作用を誘発することを報告している。さらに，ポリフェノールを多く
含む紅茶には，血圧抑制の作用だけでなく，アポトーシスを仲介する
酵素の働きにより，血管内皮細胞において eNOS を活性化し，NO 産生
の生理的活性を強めることを報告している。 Xu et.al は 30)，によると，
アントシアニン色素である Cyanidin-3-glucoside (Cy3G) は，血管内皮
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細胞における Scr-ERK1/2-Spl シグナル伝達を介して， eNOS 発現の誘
発および NO 産生の増大することが示唆された。また，Mukai et.al は
59)，プロアントシアニジンなどのポリフェノール類を含む小豆を抽出
した液を 19 週齢の雄性 SHR に長期間にわたり投与した結果，収縮期
血圧が顕著に抑制され，尿中 NO 排泄量を有意に増加した。  
今回， 本研究において，大動脈における eNOS タンパクの増大には，
カムカム果汁に含まれるポリフェノール類やビタミン C が，動脈にお
ける内皮依存性弛緩の障害を減弱し，血管内皮細胞において eNOS が
活性化され，NO 産生量の増大に関与する可能性が考えられた。   
本研究の結果では，各条件投与後における血清 ACE 活性値は，SW
群と比較して，SC 群においてやや低い傾向を示したが，WW と WC の
間および SC と SW の群間に対する有意な影響は認められなかった。   
Honsho et.al は 58)，山梨県アサヤ食品  (株 ) で製造された飲料水  (ぶ
どうの恵み ) を SHR に経口投与した結果，アンギオテンシン I を誘発
する昇圧薬に対する反応および血清 ACE 活性を有意に抑制することか
ら，血圧抑制メカニズムとして，アンギオテンシン系が関与する可能
性があることを示唆している。   
一方， Lopezra et.al は 19)，卵巣除去した雌性 SHR に赤ワインポリフ
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ェノールを 5 週間にわたり経口投与した結果，大動脈 AT1 受容体タン
パクおよび mRNA 発現に有意な影響を与えないことを報告している。
Leclerc et.al は 60)，ビタミン C (アスコルビン酸 ) が，ラット大動脈外
皮における AT II を誘発した等尺性収縮を減少したことから，血管張力
の調節に関与することを示唆している。このことから，アスコルビン
酸が ATII の特異的な AT1 受容体の結合親和性を減少させることから，
血圧上昇の抑制機序を証明する手がかりになることを報告されている。  
血圧上昇の抑制メカニズムとして，カムカム果汁中に含まれる成分
が AT1 受容体の反応性を抑制し，強力な血圧上昇に関与する Ang II の
働きを弱め，高血圧の抑制に関与する可能性が考えられる。しかしな
がら，本研究では，各条件投与後の大動脈における AT1 受容体のタン
パク発現の比率は，SW と SC の群間および WC と WW の群間で，それ
ぞれ有意差は認められなかった。  
 
５．結論  
本研究では，カムカム果汁液投与により，投与 5 週間後における SHR
の収縮期および拡張期高血圧は，顕著に抑制されたこと，また，SHR の
摘出大動脈における NOS 活性，血清 ACE 活性および AT1 受容体タン
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パク発現は，カムカム果汁液投与により，有意な変化は認められなか
ったが，eNOS タンパク発現は，カムカム果汁液投与により，有意な増
大が認められた。  
SHR にカムカム果汁液投与により高血圧が顕著に抑制されたことか
ら，カムカム果汁に含有するポリフェノール類やビタミン C，あるいは
その組み合わせが，内皮依存性弛緩の障害を改善させ，血管内皮細胞
において eNOS が活性化され，NO 産生の増加に関与する可能性が示唆
された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
51 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 Changes of body weights for 5 weeks in SC，SW，WC，and the WW groups. 
SC， aqueous solution of the Camu-Camu  juice-treated SHR; SW，Water-treated 
SHR; WC， aqueous solution of the Camu-Camu  juice-treated WKY rats; WW，
Water-treated WKY rats. Each data were means ± SD (n=5 -6). 
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Fig.2 Changes of systolic blood pressure for 5  weeks in the SC，SW，WC and 
WW groups.  
The groups were the same as Fig.1. Each data were means ± SD (n=5 -6). *p<0.05 
compared with SW. 
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Fig.3 Changes of diastolic blood pressure for 5 weeks in the SC，SW，WC and    
WW groups.  
The groups were the same as Fig.1. Each data were means ± SD (n=5-6). *p<0.05 
compared with SW 
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Fig.4 Effects of serum ACE activities in SHR and WKY rats after administrations 
of the Camu-Camu juice and water for 5 weeks.   
The groups were the same as Fig.1.  Each data were means ± SD (n=5).  
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Fig.5 Effects of NOS activities in aortae of SHR and WKY rats after 
administrations of the Camu-Camu juice and water for 5 weeks.   
The groups were the same as Fig.1.  Each data were means ± SD (n=5). 
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Fig.6 Effects of eNOS protein expression in aortae of SHR and WKY rats after 
administrations of the Camu-Camu juice and water for 5 weeks.   
The groups were the same as Fig.1. Each data were means ± SD (n=5). 
*p<0.05 compared with SW. Upper panel was the samples of eNOS protein 
expression. 
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Fig.7 Effects of AT1  receptor protein expression in aortae of SHR and WKY rats 
after administrations of the Camu-Camu  juice and water for 5 weeks.   
The groups were the same as Fig.1. Each data were means ± SD (n=5).   
Upper panel was the samples of eNOS protein expression.  
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第４章 高血圧自然発症ラットにおけるカムカ
ム果汁投与による血圧抑制に内皮型一酸化窒素
合成酵素が与える影響  
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１．緒言  
高血圧，動脈硬化，糖尿病，脂質異常症などは，血管内皮機能障害な
ど様々な要因から引き起こされる 26)。 なかでも，高血圧は脳卒中の最
も危険な因子とされ，臓器障害や心血管病の合併が深く関与すると指
摘されている 28)。     
一酸化窒素（Nitric oxide，NO）は L-アルギニンを基質として，  NO
合成酵素（NO synthase，NOS）により生成される。内皮型一酸化窒素
合成酵素（endothelial NOS，eNOS）から産生された NO は，内皮機能
障害などの心血管性の恒常性維持に重要な役割を果たしている 30)。ま
た，血管平滑筋におけるサイクリック GMP （Guanosine monophosphate，
cGMP） 増大を通じて，弛緩反応を誘発し，NO 産生が増加することも
知られている 32)。さらに，血管内皮細胞における NOS 活性の低下によ
り，血管弛緩に関与する NO 量の減少が，高血圧に関与することも報
告されている 26)。   
一方，血圧の調節に関与するレニン -アンギオテンシン（Angiotensin，
AT）系において，ATI を ATⅡに変換する酵素である AT 変換酵素（AT 
converting enzyme，ACE）は，血圧の調節に関与する因子であり，ATⅡ
は，強力な血管収縮作用のあることが知られており 33)，その ATⅡには，
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AT1 と AT2 の 2 種類の受容体が存在する 34)。特に AT1 受容体は，血管
平滑筋などに分布し，血管収縮作用，血管壁肥厚作用，動脈硬化作用，
心筋肥大作用を介している。   
この AT 系の障害は，病態生理学的にみても高血圧，腎臓病および心
不全などに関与することが知られている 35)。なかでも，高血圧の発症
および悪化に関与する要因として，ACE 活性の増大 50)，血管平滑筋に
関与する血管収縮物質である ATⅡの増大 51)などが関与するとされて
いる。このことから，高血圧の改善メカニズムとして，間接的に eNOS
活性の増大，あるいは ACE 活性の抑制が部分的に関与する可能性が推
察される。   
カムカム  （フトモモ科，学名  Myrciaria dubia）は，南米ペルーに自
生する植物である。果実中にビタミン B1，ビタミン B2，ビタミン C，
ナイアシン，クエン酸，カルシウムなどが豊富に含まれているが 52)，
近年，それらの成分以外に，果皮中に高血圧を抑制するとされるポリ
フェノール類を多く含むことが報告されている 24)。また，アマゾン熱
帯雨林地域に自生するカムカム果実には， ポリフェノールの一種であ
るアントシアニンを豊富に含むことが報告されている 61) 。    
一般的に，ポリフェノールを多く含む赤ワイン 51)，緑茶および紅茶
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45)，ココア 62)，チョコレート 63)，ブルーベリー 53)などには，高血圧を
抑制する働きやフラボノール，カテキン，アントシアニンなどに分類
されるフラボノイド類は，脳卒中や心臓病など動脈硬化性疾患のリス
クを低下させる可能性があることが報告されている 64)。また，野菜や
果物などに含まれるビタミン C は，本態性高血圧疾患者の血圧上昇を
抑制する働きのあることが報告されている 14)。さらに，Vasdev et.al  8 )
の研究では，12 週齢の SHR に対してビタミン C を 9 週間に渡り与え
た結果，収縮期血圧の低下，アルデヒド結合および有害な腎血管性変
化が改善することを報告している。  
樫村らは，若齢の SHR にカムカム果皮抽出液を 5 週間経口投与した
結果，体重や心拍数に影響は認められないが，収縮期および拡張期血
圧の上昇が顕著に抑制されることを報告し，カムカム果皮中に含有す
る高濃度のポリフェノール類が血圧上昇抑制に関与することを推察し
ている 24)。 また，彼らは，SHR の摘出胸部大動脈において，カムカム
果皮抽出液投与により，ノルエピネフリン（Norepinephrine，NE）およ
びフェニレフリン（Phenylephrine，PHE）に対する収縮反応は有意に低
下し，アセチルコリン（Acetylcholine，Ach）に対する弛緩反応は有意
に増大することを見出し，カムカム果皮に豊富に含まれるポリフェノ
62 
 
ール類が，SHR 血管内皮細胞の損傷を修復し，血管弛緩物質である NO
の放出を促進させる可能性があることを示唆している 25)。   
Inoue et.al  65)は，男性喫煙者にカムカム果汁 100%を 7 日間継続的に
与えた結果，ビタミン C を与えた群と比較して，カムカム果汁投与群
で抗酸化作用および抗炎症作用をより強力にしたことから，カムカム
果汁には，強力な抗酸化作用および抗炎症作用があることを報告して
いる。   
しかしながら，カムカム果汁投与が生理作用に及ぼす研究データは
少ないのが現状である。そこで本研究では，カムカム果汁投与による
血圧上昇抑制作用に対する血管内皮細胞および血管平滑筋への関与に
ついて明らかにするため，市販されているカムカム果汁 100%を SHR
に 5 週間経口投与し，血圧の上昇抑制に対する交感神経系活性収縮物
質，内皮細胞由来弛緩物質，レニン・アンジオテンシン系収縮物質およ
び平滑筋由来弛緩物質の各関与について，カテーテル挿入による覚醒
状態での体血圧測定および摘出大動脈による張力測定により，その血
管反応の変化を検討した。   
 
２．実験方法  
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（１）動物  
１）実験には，本態性高血圧疾患モデルとして開発された SHR
（SHR/NCri，日本チャールズ・リバー社 5 週齢の雄性），対照と
して正常血圧モデルラット（Wistar Kyoto Rat，WKY）である  
（WKY/NCrj ，日本チャールズ・リバー社）をそれぞれ 20 匹ず
つ用いた。ラットは 1 週間安静飼育した後，下記の 4 群に分け，
5 週間，ラット専用の動物飼育制御装置（クリーンラック，日本
医化器機製作所（株））内で飼育した。飼育環境は，室温約 23℃  
になるようにエアコンにより調整した。餌はラット用固形飼料  
（オリエンタル酵母，MF），水は水道水を自由摂取させた。  
①SHR カムカム投与群  （以下，SC 群）：10 匹の雄性 SHR には，
1 日 1 回 5 週間毎日カムカム果汁液をテフロン製経口ゾンデ  （イ
ナリサーチ）に用いて食道内に慎重に投与した。  
②SHR 水投与群（以下，SW 群）：10 匹の雄性 SHR には，1 日 1
回 5 週間毎日水道水を上記と同様の方法で投与した。  
③WKY カムカム投与群（以下，WC 群）：10 匹の雄性 WKY には，
1 日 1 回 5 週間毎日カムカム果汁液を同様の方法で投与した。  
④WKY 水投与群（以下，WW 群）：10 匹の雄性 WKY には，    
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1 日 1 回 5 週間毎日水道水を同様の方法で投与した。  
⑤各群を 2 分し，カテーテル挿入による体血圧の測定とリン  
グ標本の作製と血管張力の測定実験を行った。  
２）カムカム果汁液ならびに水投与条件  
カムカム果汁 100%（総ポリフェノール量 337μg，メルカード農
大（株））を HPLC 法によりビタミンＣ量を分析した結果から，  
カムカム果汁液の 1 日 1 回の投与量は，0.25ml（総ポリフェノ
ール含量 337.5μｇ，ビタミン C 量 2.25 mg）とした。対照投与
として水道水を同量投与した。   
３）測定項目  
①体重，血圧および心拍数の測定は，飼育開始から 1 週目は，
体重測定および血圧測定に慣らすため，毎日のハンドリングと
2 回の体重測定を実施した。2 週目からは，毎週，体重および
血圧の測定を行った。血圧は，非観血式自動血圧測定装置  （ソ
フトロン，BP-98A）により測定した。血圧は，あらかじめ 20
分間ラットを固定器（保温状態 38℃）に留置し，尾動脈に血流
がある状態を確認後，収縮期血圧，拡張期血圧および心拍数の
測定を 5 回実施し，最高ならびに最低値を除いた 3 回の値から
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それぞれの平均値を算出した。測定時刻は，明期の午前中 8:00
から 12:00 の間に測定した。  
②カテーテル挿入による体血圧の測定は，５週間飼育期間終 
了後，各群ペントバルビタール麻酔下（30ｍｇ／ｋｇ体重 i.p.）
において，ヘパリンを添加し生理食塩水で満たしたポリエチレ
ン製カテーテル（SP-45，夏目製作所）を右総頸動脈へ 3cm 挿
入し，大動脈弓付近に留置した。また，別のヘパリン添加し生
理食塩水で満たした特製ビニール製カテーテル（SV-10，夏目
製作所）を右頚静脈から 5ｃｍ挿入し，右心室に留置した。各
カテーテル挿入時は，カテーテルを血圧測定システム（TP-300T， 
日本光電）および記録計（RTA-1100，日本光電）に接続し，圧
波形を確認しながら挿入を行った。各カテーテルは，皮下を通
し頭頂部に導出し，カプセル内に保管した。カテーテル手術 24
時間後，完全覚醒状態において，再び体血圧用カテーテルを血
圧測定システムおよび記録計に接続した。体血圧は，記録計の
脈波から平均血圧を算出した。心拍数は，記録計の脈波から算
出した。安静にて 30 分間測定後，頚静脈に挿入したカテーテ
ルから試験薬品を順（NE，Losartan，Losartan＋NE），（NE，
66 
 
L-NMMA，L-NMMA＋NE）に注入し，血圧および心拍数を測定
した。  
③リング標本の作製と血管張力の測定は，各群 5 匹ずつ，5 週
間の飼育期間終了後，ペントバルビタール麻酔下（50ｍｇ／  
ｋｇ 体重  i.p. ）で脱血し，胸部大動脈（長さ 5mm）を 2 本
摘出した。摘出血管は，10ml の Krebs ringer 液（Sigma 社）液
の入ったティシュオーガンバス内に留置し，ステンレス製の 2
本の針により 5g の張力伸展をした。張力の測定は，圧力トラ
ンスデューサ （ーLVS，Kyowa）にデジタルインジケータ （ーF430，
Unipulse）を接続して行った。その後，10 分間隔で 3 度リング
を Krebs ringer 液で wash out し，再び 5g 張力に調整した。そ
の後，摘出血管は，40mM KCl による収縮反応を 30 分間確認
した後，再び Krebs ringer 液で 10 分間隔 3 回 wash out を行い，
再び 5ｇの張力に調整した。    
NE，（Sigma 社）は 10 -8M から 10 -4M 濃度の 5 段階でオーガ
ンバス内に 10 分間隔で添加し，濃度依存性張力変化を測定し
た。NE の最大張力（10 -4M）状態から，Ach（Sigma 社）は，  
10 -9 から 10 -5M 濃度 5 段階でオーガンバス内に 10 分間隔で添
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加し，濃度依存性張力変化を測定した。その後，Krebs ringer 液
で wash out を 10 分間隔で 3 回行い，再び張力を 5ｇに調整し
た。  
その後，PHE（Sigma 社）を 10 -8M から 10 -4M 濃度の４段階
でオーガンバス内に 10 分間隔で添加し，濃度依存性張力変化
を測定した。その後，再び Krebs ringer 液で wash out を 3 回 10
分間隔で行った。引き続いて 100μｇの NG-Monomethyl-L-
arginine，acetate（L-NMMA，（Sigma 社））をオーガンバス内に
添加し 30 分間経過後，再び PHE を 10-8M から 10 -4M）まで添
加して濃度依存性張力変化を測定した。  
別の摘出血管は，10 分間隔で 3 度リングを Krebs ringer 液で
wash out し，5g 張力に調整した。その後，摘出血管は，40mM 
KCl による収縮反応を 30 分間確認した後，再び Krebs ringer 液
で 10 分間隔 3 回 wash out を行い，再び 5g の張力に調整した。
その後，Sodium nitropurussid（SNP）を 10 -10M から 10 -6M 濃度
の 5 段階でオーガンバス内に 10 分間隔で添加し，濃度依存性
張力変化を測定した。その後，Krebs ringer 液で wash out を 10
分間隔で 3 回行い，再び張力を 5g に調整した。その後，ATⅡ
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を 10 -12M から 10 -8M の 4 段階でオーガンバス内に添加し，濃
度依存性張力変化を測定した。  
得られた各濃度依存性収縮反応は，40mM KCl による収縮反
応で得られた最大収縮反応に対する割合（％）で示した。さら
に，X 軸を濃度（ -log M 対数表示）と Y 軸を収縮割合による
曲線回帰を算出するとともに，50％収縮反応に対する NE，PHE 
および SNP 平均濃度を求め，各薬品に対する収縮感受性を示
す値（ IC50）とした。また，Ach 濃度依存性弛緩反応は，NE 最
大収縮反応（10 -4M 濃度）に対する割合（％）で示した。さら
に，X 軸を濃度として，Y 軸を弛緩割合で曲線回帰を算出し，
50％弛緩反応に対する Ach 平均濃度を求め，Ach に対する弛
緩感受性反応（ED50）とした。  
④統計処理は，図や本文に示したすべての値は，平均値および 
標準偏差で表示した。各群間における有意差検定は，二元配置
分散分析で解析し，Schéffe の多重比較検定を用いて行った。  
また， 各群間の有意差の検定は , すべて危険率 5%水準で示し
た。なお，この実験は東京農業大学実験動物委員会の承認を得
て実施した。  
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３．結果  
（１）体重  
体重は， WW（投与前 113±3.1ｇ，投与後 327±11.3ｇ）と  WC（投
与前 121±3.5ｇ，投与後 330±13.0ｇ）および SW（投与前 109±2.5ｇ，
投与後 278±9.9ｇ）と SC（投与前 114±5.0ｇ，投与後 279±12.1ｇ）
との群間と各系統で非投与群，投与群の体重増加にそれぞれ有意差
は認められなかった。  
（２）収縮期血圧および拡張期血圧の変化  
Fig.1 および Fig.2 は，４群における投与前から投与後 5 週間に
おける収縮期血圧および，拡張期血圧の変化をそれぞれ示した。投
与前から投与後における収縮期血圧と拡張期血圧は，WC および
WW 群と比較して， SC および SW 群で有意に高い値を示した  
（p<0.05）。また，投与 8 週から 10 週間目の収縮期血圧と拡張期血
圧は， SC 群は SW 群に比較して，有意に低い値を示した  （p<0.05） 。
しかし，投与 8 週間および 10 週間後の収縮期血圧及び拡張期血圧
は，WC と WW の群間に有意な差は認められなかった。                 
（３）カムカム果汁投与による体血圧におよぼす NE および
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Losartan の影響  
Fig.3 は，各群における α 交感神経受容体を介する平滑筋収縮反
応 に 関 与 す る NE ， AT1 受 容 体 を 遮 断 す る Losartan お よ び
NE+Losartan 投与時の体血圧の変化を示した。Control における体
血圧は，WKY 群に比較して SHR 群が高値を示したが，SC 群は SW
群に比較して有意な低値（p<0.05）を示した。  
   NE 投与時における体血圧は Control と比べて，各群とも上昇し
た。  
Losartan 投与 66)時 (79μmol /kg)における体血圧は，NE 投与群に比
べて各群とも下降した。NE と Losartan の同時投与における体血圧
は，Losartan 投与群に比べて各群とも上昇した。NE または Losartan
単独投与時の体血圧は，SW 群に比較して SC 群で有意に低かった
（p<0.05）。  
Losartan と NE 同時投与は Losartan 単独投与よりも体血圧は上昇
しているが，SC 群は，SW 群に比較すると体血圧は有意に低かっ
た（p<0.05）。  
（４）カムカム果汁投与による体血圧に与える NE および NOS を阻
害する L-NMMA の影響  
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Fig.4 は，各群における NE，L-NMMA および NE と L-NMMA 同
時投与の体血圧の変化を示した。  
Control，NE は，WKY 群に比較して SHR 群が高値を示したが，
SC 群は SW 群に比較して有意な低値（p<0.05）を示したが，L-NMMA
単独投与および NE と L-NMMA 同時投与における体血圧は，SC 群
と SW 群との間に差はなかった。L-NMMA 単独投与による Control
からの体血圧上昇の変化量において，SC 群（平均値 48±6mmHg）
は，SW 群（平均値 33±9mmHg）に比較して有意に高かった（p<0.05）。
また，NE と Losartan 同時投与による NE 単独投与からの体血圧上
昇の変化量も， SC 群（平均値 38±5mmHg）は，SW 群（平均値
10±3mmHg）に比較して，有意に高かった（p<0.05）。  
Control における体血圧は，WKY 群に比較して SHR 群が高値を
示したが，SC 群は SW 群に比較して有意な低値（p<0.05）を示し
た。L-NMMA 単独投与時の体血圧上昇の変化量は，Control と比較
して，各群で（WW：27±6，WC：32±5，SW：33±9，SWC：48±6mmHg）
有意上昇した（p<0.05）。NE 投与時の体血圧上昇は，SW 群に比較
して SC 群で有意に小さく（p<0.05），L-NMMA 単独投与もしくは
NE と L-NMMA 同時投与による体血圧上昇量は，NE 単独投与より
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有意に増大した（p<0.05）。  
（５）NE，Ach，PHE，SNP による摘出大動脈濃度依存性反応  
各群における 40mM KCl 投与における摘出大動脈収縮張力は，
WW 群 1.23±0.15g，WC 群 1.31±0.18，SW 群 1.43±0.21，SC 群 1.44±0.2
であり，各群間の収縮張力に差はみられなかった。  
Fig.5 は，各群における NE による摘出大動脈濃度依存性収縮反
応を示した。NE 添加による摘出大動脈収縮反応は，WW 群と WC
群の間には差はみられなかったが，  SW 群に比較して SC 群で NE
濃度 10 -6 から 10 -4M まで有意に低値を示した（p<0.05）。また，NE
に対する収縮感受性濃度（ IC50，-log M）は，SW 群 7.69±0.22 に比
較して SC 群で 7.19±0.23 と有意に高濃度を示した（p<0.05）。  
Fig.6 は，各群における Ach の濃度依存性弛緩反応を示した。Ach
の濃度依存性弛緩反応は，WW 群と WC 群の間には差はみられな
かったが，SC は，SW に比べて濃度が 10-7 から  10 -5  M で有意に割
合が低かった（p<0.05）。また，Ach に対する弛緩感受性濃度（ED50，
-log M）は，SW 群 7.05±0.17 に比較して SC 群で 7.71±0.31 と有意
（p<0.05）に低濃度を示した。  
Fig.7 は，各群における交感神経伝達物質 PHE の濃度依存性収縮
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反応を示した。PHE の濃度依存性収縮反応は，WW 群と WC 群の
間に差はみられなかったが，SC は，SW に比べて濃度が 10-6  から
10 -4 M で有意に収縮割合が低かった（ p<0．05）。また，PHE に対
する収縮感受性濃度（ IC50，-log M）は，SW 群 7.30±0.29 に比較し
て SC 群で 6.84±0.14 と有意（p<0.05）に高濃度を示した。  
Fig.8 は， SNP の濃度依存性弛緩反応を示した。Fig.9 は，L-NMMA
でベースライン後による PHE の濃度依存性収縮反応を示した。SNP
の濃度依存性弛緩反応および PHE の濃度依存性収縮反応において，
それぞれ SC は，SW に比べて有意差はなかった。  
 
５．考察  
本研究において，カムカム果汁の投与は，体重や心拍数に影響を与
えないが，SHR に対して血圧上昇を顕著に抑制させる効果があること
が明らかになった。  
NO は，血流や血圧の調節に関与することが明らかになり，NO 依存
性の血管拡張性は，脈圧伸張，血流，ずり応力などにより血管内皮細胞
が活性化させることで維持されている 67)。また，NO は，L-アルギニン
を基質として，NOS により合成されることが知られている。  一方で ,  
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血流調節には , eNOS 由来 NO が内皮由来血管弛緩因子（EDRF）として
重要な役割を果たしており , 血流によりもたらされるずり応力によっ
て eNOS が活性化されることにより，血管径が拡張し，血流が調節さ
れる 68)。  
本研究で用いた SHR は，大動脈において内皮依存性の弛緩が L-アル
ギニンのニトロ化合物により阻害されており，この結果，血管内皮細
胞からの NO 遊離が極端に減少している可能性が強いと報告されてい
る 56) 。このような特徴を持つ SHR にカムカム果汁を投与したことに
よって，内皮細胞の修復が行われた可能性が示唆された。  
本研究において，交感神経伝達物質である NE による大動脈収縮反
応は，WKY 群に比較して SHR 群で大きかった。これは，SHR におけ
る大動脈血管平滑筋細胞は，交感神経伝達物質の刺激により Ca2+貯蔵
部位からの流出および Ca2+チャネルの活性化にともない，細胞内 Ca2+
を増加させ収縮が増強されたことが考えられる 69)。SHR では，カムカ
ム果汁投与により交感神経伝達物質 NE に対する大動脈血管収縮反応
が顕著な抑制を示したが，WKY においては，カムカム果汁を投与して
もその収縮抑制は認められなかった。この一連の反応は，NE だけでな
く PHE に対する収縮反応においてもみられ，SHR の高血圧は，α 交感
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神経受容体を介する平滑筋収縮反応に関与するもの 25)であることがわ
かっている。カムカム果汁を投与した SHR では，α 交感神経伝達物質
に対する受容体の反応性変化が生じ，血管平滑筋細胞内 Ca2+の減少に
より収縮反応が減弱していることが推察された。  
NE は血管平滑筋を収縮させるが，同時に NO を遊離させて収縮を抑
制する。この抑制は内皮 α 交感神経受容体を介する弛緩反応であるこ
とも報告されている 38）。このことから SHR の大動脈では，内皮 α 交感
神経受容体を介する NO による弛緩反応に明らかな障害が生じている
ことが考えられ，血管に対して交感神経伝達物質に対する受容体と内
皮依存性弛緩因子が相互に関連し血管の張力状態が維持されているこ
とが推察された。一方，NO は活性酸素により不活性化されるため，SHR
では酸化ストレスにより NO の不活性化が亢進している可能性がある。
このため，ビタミン C 存在下で NE 収縮を観察すると，SHR における
血管内皮細胞機能障害の改善した報告がなされている 70)。また，AT1 受
容体の遮断剤である Losartan により ATⅡの関与を検討した結果，SW
群では，Losartan 投与と NE＋Losartan 投与間の血圧の上昇は有意に大
きいが，SC 群では，Losartan 投与と NE＋Losartan 投与間の血圧の上昇
に有意差はなかった。すなわち SW 群に比較すると血圧の上昇は小さ
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かった。このことにより，SHR にカムカム果汁を投与した際の血圧上
昇の抑制には，ATⅡの関与がないことが考えられた。また，eNOS 阻害
剤であり，血管からの NO の放出を完全に遮断する L-NMMA をカテー
テルから投与したことにより，各群で血圧は上昇した。特徴的なのは，
SC 群は NE による血圧上昇が SW 群に比較して有意に小さいが，  
L-NMMA 単独投与もしくは NE と L-NMMA 同時投与によって血圧上
昇量は，有意に増大することが明らかとなった。このことから，カムカ
ム果汁投与により，血圧上昇が抑制されることに大動脈血管内皮細胞
で合成される eNOS が関与している可能性が考えられる。  
交感神経系活性物質である NE，PHE による摘出大動脈における濃度
依存性収縮反応は，SW 群に比較して SC 群で収縮の割合が有意に低値
を示し，収縮感受性濃度（ IC50）は，SW 群に比較して SC 群で高濃度
を示した。さらに平滑筋由来弛緩物質の SNP の濃度依存性弛緩反応と
NOS 阻害薬の L-NMMA でベースライン後の PHE の濃度依存性収縮反
応は，SW 群と SC 群の有意差がなかった。一方，内皮細胞由来弛緩物
質の Ach の濃度依存性弛緩割合は，SC は，SW に比べて収縮の割合が
有意に低値を示し，弛緩感受性濃度（ED50）は，有意に低濃度を示した。    
このことから，カムカム果汁投与により Ach に対する血管弛緩反応
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は顕著に増大した。つまり，SHR において Ach に対する弛緩反応に障
害がないにもかかわらず，カムカム果汁の投与により，弛緩反応が増
大したことは，内皮由来弛緩因子である NO の遊離が増大した可能性
が考えられる。血管の内皮由来弛緩因子の NO は，Ach により血管内皮
細胞から放出し，平滑筋に作用し細胞内で cGMP を産生し，筋弛緩が
もたらされる 24，25)。また，Ach に対する血管弛緩反応の増大は WW 及
び WC では観察されなかったことから，高血圧症血管における特異的
に弛緩反応であることがわかった。  
SHR において，Ach により遊離される NO は減少することが報告さ
れている 17）。このことから，SHR の動脈において，カムカム果汁の投
与により Ach に対する感受性が亢進し，NO の産生が増加した可能性
が考えられる。  
ビタミン C は，本態性高血圧疾患者において，動脈血管で一酸化窒
素合成生成障害を修復し一酸化窒素経路を活性化し血管内皮依存性弛
緩反応を一部改善すると報告されている 14)。また，ポリフェノールも
血小板凝集抑制，血管内皮細胞の障害抑制 51),25)，活性酸素種産生の減
少により血管内皮細胞機能障害を修復すると報告 25)されており，いず
れも，高血圧を改善する要因となっている。本研究で用いたカムカム
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果汁の成分には，ポリフェノール類およびビタミン C が豊富に含まれ
ていることから，SC 群の血圧上昇抑制の原因として，これらの成分単
独，あるいはその組み合わせが関与している可能性が考えられる。  
 
６．要約  
 本研究では，ビタミン C およびポリフェノール類を豊富に含むカム
カム果汁を用いて，SHR および WKY に 5 週間投与すると血圧が抑制
されることが明らかとなった。その血圧上昇抑制のメカニズムについ
て，カテーテル挿入による覚醒状態の体血圧変化および摘出大動脈に
よる張力変化を測定し，交感神経系活性収縮物質，内皮細胞由来弛緩
物質，レニン・アンギオテンシン系収縮物質などの関与の面から検討
した。その結果，摘出大動脈による張力測定結果から NE 収縮感受性の
減弱，さらにカテーテル挿入の覚醒状態において，AT1 受容体遮断剤で
ある Losartan 投与により血圧が増大したことから，カムカムはこの受
容体の関与しない血圧抑制作用の可能性が推察された。この高血圧抑
制には，カムカムに多く含有するポリフェノール類がアンギオテンシ
ン系に関与したことが推察される。また，NE，PHE 投与下において平
滑筋への α 受容体に作用する Ca 濃度以外の作用が示唆された。さら
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に，カムカムは Ach の感受性を高め，PHE の感受性を鈍らせたことか
ら，血管内皮細胞の修復にともない eNOS タンパク発現の増大，       
L-NMMA の投与による収縮および血圧の増大から，eNOS 活性促進に
関与した可能性が考えられた。この血圧上昇抑制には，カムカム果汁
に含まれるポリフェノール類に加えビタミン C の血管内皮細胞機能障
害の改善による NO の関与している可能性が考えられた。  
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Fig.1 Changes of systolic blood pressure in SC,SW, WC and WW rats.  
* p＜0.05 vs SHRW 
(Week)  
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Fig.2 Changes of diastolic blood pressure in SC,SW,WC and WW rats.  
* p＜0.05 vs SHRW 
(Week)  
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Fig.3 Mean systemic arterial pressure after NE, Losartan and combined 
treatment of NE and Losartan in WW, WC, SW and SC rats. Values are 
means±SD. * p<0.05 vs. same treatment in SW rats. ** p<0.05 vs. same 
treatment in SW rats.  
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Fig.4 Mean systemic arterial pressure after NE, L -NMMA and 
combined treatment of NE and L-NMMA in WW, WC, SW and SC rats. 
Values are means±SD. * p<0.05 vs. same treatment in SW.  
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Fig.5 Concentration effect of the contaction response to NE in 
isolated thracic aortae in SC,SW,WC and WW rats.  
Results are expressed as a percentage of response to 40mM KCl 
and are presented as means ± SD.  
 * indicated NE concentrations at which aortae of SC had less 
constrictive responses than SW at concentarions of 10
-6
 to 10
-4
M 
(p<0.05).  
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Fig.6 Concentration effect of the relaxation response to ACh) in 
isolated thracic aortae in SC,SW,WC and WW rats.  
Results are expressed as a percentage of response to NE(10
-4
M, 
maximal contraction ) and are presented as means ± SD . 
*indicated ACh concentrations at which aortae of SC had more 
constrictive responses than SW at concentarions of 10 -7to 10 -5M 
(p<0.05).  
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Fig.7 Concentration effect of the contaction response to 
phenylephrine (PHE) in isolated thracic aortae in SC,SW,WC and 
WW rats.  
Results are expressed as a percentage of response to 40mM KCl 
and are presented as means ± SD.  
*indicated PHE concentrations at which aortae of SC had less 
constrictive responses than SW at concentarions of 10
-7
 to 10
-4
 M 
(p<0.05). 
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Fig.8 Concentration effect of the relaxation response to SNP in 
isolated thracic aortae in SW and SC rats.  
Results are expressed as a percentage of response to 40mM KCl 
and are presented as means ± SD.  
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Fig.9 Concentration effect of the contaction response to PHE 
after treatment of L-NMMA in isolated thracic aortae in SW and 
SC rats.  
Results are expressed as a percentage of response to 40mM KCl 
and are presented as means ± SD.  
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既に，ビタミン C およびポリフェノール類を豊富に含むカムカム果実を用い
て， SHR の高血圧が抑制されることは明らかとなっている。本研究では，その
高血圧抑制のメカニズムについて，血管平滑筋の弛緩作用に関与する NOS
および収縮作用に関与する ACE が与える影響を，大動脈における NOS
活性，eNOS タンパク質発現，AT１受容体タンパク質発現および ACE 活
性から検討した。また，カムカム果汁を用いて，カテーテル挿入法によ
る覚醒状態の体血圧実験により，交感神経系活性収縮物質の関与，内
皮細胞由来弛緩物質の関与およびレニン・アンギオテンシン系収縮物
質の関与と，摘出大動脈による張力測定実験により，交感神経系活性
物質の濃度依存収縮反応，内皮細胞由来弛緩物質の関与の検討，およ
び平滑筋由来弛緩物質の関与の検討を行った。  
カムカム果皮抽出液投与による SHR の血圧抑制には，主に血管平滑
筋の収縮に関与する AT1 受容体の抑制によるものと推察され，カムカ
ム果汁投与による高血圧抑制は，主に血管内皮細胞の弛緩に関与する
内皮機能修復と NO 産生を亢進によるものと推察された。また，カム
カム果汁投与による SHR の高血圧抑制には，摘出大動脈による張力測
定結果から NE 収縮感受性の脱感作，さらにカテーテル挿入法による
覚醒状態において， AT1 受容体遮断により体血圧が増大したことから，
91 
 
AT1 受容体反応性の抑制が関与すると推察された。この高血圧抑制には，
カムカムに多く含有するポリフェノール類がアンギオテンシン系に関
与したことが推察される。また，NE および PHE 投与による平滑筋へ
の α 受容体に作用する Ca 濃度以外の作用が示唆された。さらに，カム
カム果汁投与による SHR は，Ach による血管弛緩感受性を増大させ，
PHE による血管収縮感受性を鈍化させたことから，血管内皮細胞の修
復にともない eNOS タンパク発現の増大，L-NMMA の投与による血管
平滑筋の収縮および体血圧の増大から，eNOS 活性促進に関与した可能
性が考えられる。この高血圧抑制には , 果汁に含有するポリフェノール
類に加えビタミン C が NO 産生に関与することが考えられた。  
 また，日本とペルーが抱える課題の態様には，大きな違いがある。  
日本の医療費適正化や生活習慣病予防とペルーの様々な課題は，こ  
の研究が，一国のみが個別に取り組むのでは有効な効果を上げること
が出来ない規模の対応が必要とされる共通課題の協調のひとつとにな
りうると考えられた。  
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Mechanistic study on physiological hypotensive 
activity of the administration of Camu-Camu in 
Spontaneously Hypertensive Rats. 
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Chapter 1. 
Effect of the Camu-Camu (Myrciaria dubia) pericarp extract on the protein 
expressions of endothelial nitric oxide synthase and angiotensin II type 1 
receptors in spontaneously hypertensive rats . 
 
This study aimed to investigate the effect s of the Camu-Camu (Myrciaria dubia) 
pericarp extract on the expression of endothelial nitric oxide syn thase (eNOS) and 
angiotensin II type 1 (AT 1) receptors in spontaneously hypertensive rats (SHR).  
The Camu-Camu pericarp extract was orally administered to SHR once a day for 
5 weeks to determine the effects on blood pressure. Nitric oxide synthase activity  
and the expression of the eNOS protein, which are associated with vasorelaxation, 
in addition to the effect on angiotensin converting enzyme (ACE) activity and the 
expression of the AT1 receptor protein, which are associated with vasoconstriction 
were measured. 
The significant reduction in both diastolic and systolic blood pressures of the 
SHR were observed after the 5 weeks compared to the group of rats that did not 
receive the extract (p < 0.05). The Camu-Camu pericarp extract did not result in 
statistically significant differences in eNOS activity, eNOS protein expression in 
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the aorta, and serum ACE activity; however, there was significant reduction in the 
protein expression of the AT 1  receptor in the aorta of  the SHR compared to the rats 
that did not receive the extract (p  < 0.05).  
We suggested that the reduction in AT 1  receptors in the aorta of SHR results in 
the blood pressure-lowering effects of the Camu-Camu pericarp extract.  
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Chapter 2. 
Induction of endothelial nitric oxide synthase by oral administration of Camu-
Camu (Myrciaria dubia) fruit juice to spontaneously hypertensive rats .  
 
The tropical fruit,  Camu-Camu  (Miraciaria dubia), is a potential source of 
bioactive compounds such as L-ascorbic acid, flavonoids and ellagic acid. This 
study focused on the blood pressure -lowering responses of the juice of Camu-Camu 
fruits and its underlying mechanisms. Oral administration of Camu -Camu juice for 
5 weeks to spontaneously hypertensive rats (SHR) result ed in significant decreases 
in systolic and diastolic blood pressures, whereas it did not affect normal rats. 
Supplementation of Camu-Camu juice did not show significant differences in the 
activities of aortae nitric oxide synthase (NOS), plasma angiotensin con verting 
enzyme (ACE), and aortae angiotensin II type 1 (AT 1) receptor protein expression 
in the SHR. However, the expression of  endothelial NOS (eNOS) protein in the 
aorta of SHR significantly increased when administered Camu-Camu juice as 
compared to water control. These results might suggest that the increase in eNOS 
proteins for SHR was associated with the lowering of blood pressures by oral 
administration of Camu-Camu juice. Further studies are required to investigate the 
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active components in the Camu-Camu juice. 
 
  
111 
 
Chapter 3. 
Endothelial nitric oxide synthase suppresses blood pressure of spontaneously 
hypertensive rats by oral administration of  Camu-Camu (Myrciaria dubia) 
fruit juice  
 
Involvement of active vasoconstriction substances  of sympathetic nervous 
system, endothelial cell dependent vasorelaxation substances and constriction 
substances of renin-angiotensin system in blood pressure suppression by oral 
administration of Camu-Camu (Myrciaria dubia) fruit juice was investigated. 
Wister-Kyoto rats (WKY) and SHR were used and divided into WW and SW groups 
given by water, and WC and SC groups given by Camu-Camu fruit juice 0.25ml 
(total polyphenol content 337μg,Vitamin C content 2.25mg). When measuring 
blood pressure by insertion method of carotid artery catheter, norepinephrine (NE) 
losartan and L-NMMA were orally administered and involvement of angiotensin II 
and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in blood pressure  suppression was 
evaluated. In administration of orally Losartan, blood pressure in SC was less 
increased than in Losartan SW, suggesting that those except for angiotensin ATII 
involved blood pressure suppression. Blood pressure of SC was significantly 
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increased as compared with that of SW. Response of removed thoracic aorta to NE, 
acethylcoline, phenylphrine (PHE) in Krebs ringer liquid was examined. 
Vasoconstrictive response elicited from active substances of sympathetic nervous 
systems showed more desensitization in SC than in SW and vasorelaxation response 
elicited from endothelial dependent relaxation substances was accelerated. Blood 
pressure measurement by insertion method of catheter and tension measurement of 
removed thoracic aorta revealed the enhancement of eNOS in SHR by oral 
administration of Camu-Camu fruit juice.  
 
 
 
 
 
 
 
